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(g) Procede de production et d'extraction de superoxyde-dismutases thermostables a partir d'une 
culture de micro-organismes photosynthetiques. 



(57) Le procede de production et d'extraction de 
superoxyde-dismutases thermostables, consiste 

a) a cultiver dans la gamme de temperatures 
allant de 40°C a 80°C, dans un photoreac- 
teur clos en materiau transparent a la 
lumiere et thermiquement resistant dans ladite 
gamme, des micro-organismes thermophiles 
photosynthetiques aerobies, producteurs 
d'oxygene et a croissance exponentielle dans 
ladite gamme, ces micro-organismes etant sus- 
pendus dans un milieu de culture et choisis 
parmi les micro-algues et les cyanobacteries et 

b) a extraire du milieu de culture les superoxy- 
de-dismutases thermostables fraichement pro- 
duces, par broyage cellulaire (4), ultrafiltration 
(10) et precipitation (12) selective. 
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, tah L a ^h! Sente inVen ! i0n 3 P ° Ur ° bjet U " PrOC6d6 de P roduction et ^extraction de superoxyde-dismutases 
stables thermiquement a partird'une culture de micro-organismes photosynthetiques en suspension dans un 
mHreuhquide Le precede permetune production intensive et controlee desuperoxyde-dismutases (SOD) ther- 
mostables, a I echelle industrielle. En particulier, ces SOD sont thermostables jusqu'a 80°C 

5 .« I? S ° D SO " tdeS f t ,^ SeUrS de 13 dismutation des io "S superoxydes. Aussi, elles sont utilisees dans 
les phenomenes a.gus de liberation de radicaux superoxydes ou dans les phenomenes de vieillissement 

irhnH-i' S ' ? r nVe " ti0n S ° nt d6Stin6eS auX domaines Pharmaceutique comme anti-inflammatoires 
(rhumat.smes, arthnte), cosmetologique comme anti-vieillissements et pour la protection de la peau et des 
cheveux notamment contre les ultraviolets, agro-alimentaire comme protectees des huiles et corps gras 
10 comme agents de regulation de la coloration, agricole comme engrais, ainsi que dans le domaine biomedical.' 
Les SOD sont const.tuees de deux sous-unites peptidiques liees entre elles. Elles sont classees en trois 
categones selon la nature du metal entrant dans leur constitution : les SOD a Cu/Zn d'origne humaine ou ani- 
mate, les SOD a Fe frequentes chez les bacteries aerobies et les SOD a Mn. 

Les SOD de ('invention font partie de la troisieme categorie. Les autres a Fe ou a Cu/Zn s'y trouvent ac- 
>5 c©ssoir©rn6nt 

La plupart des SOD actuellement produites et utilisees sont detruites lorsqu'elles sont soumises a un trai- 

!mn2i t m T e 7 nor rieUr 3 4 °° C C ° mme par exemp,e ,a P as ^"^ation ou la sterilisation necessitant des 
temperatures de 70°C env.ron. Ainsi, la SOD d'origine animate est detruite a partir de 37°C. Or il est souhai- 
table d utihser en cosmetologie mais aussi dans les domaines pharmaceutique et biomedical des produits ste- 

vi.mfjlT 6 ; h" 6 ten r, a 5 °° C d6S S ° D ° U d6S 6XtraitS riCheS en SOD P-rmettrait d'accelerer 1'etude du 
vieillissement des produits cosmetologiques, dans des conditions economiques 

Aussi, des recherches recentes sont effectuees dans differents laboratoires pour produire des SOD ther- 

mOSI3DI6S. 

25 Ainsi, le document (1) de A Hosono et al. ("Superoxide-dismutase activity in the crude cell extract from 

Streptococcus sal.varius sous-espece thermophilus 3535" Anim Sci. Technol. Jpn., 62, 1991 , p. 39-44) compa- 
re la production de SOD par sept souches de bacteries lactiques anaerobies et etudie la stabilite de ces acti- 
vity enzymat.ques en fonction du P H et de la temperature. La meilleure stabilite thermique est obtenue pour 

a, !'l P ? t Par S ' re P tococcus sa'iWus, sous-espece thermophilus qui reste stable lorsqu'elle est sou- 

t^er^que de 70™ ^ ** 3 ° mi " UteS mato commence * se grader pour un traitement 

Le document (2) de R. A. Hallewel et al. ("Thermostabilization of recombinant human and bovin Cu/Zn 

vom' m no'i T^ Se ! 7 b I[T^ me T Uree c y steines "' Biochem - and Biophys. Research Communications, 
vol. 181 n 1, 1981, p. 474-480) decr.t ('augmentation de la thermostability de SOD humaine ou bovine obtenue 
par mutation sur des levures contenant le gene codant pour la SOD, lorsqu'on enleve un residu de cysteine 
libre entrant dans la composition en acides amines de la proteine enzymatique d'origine 

Dans le document (3) de K. B. Searcy et D. G. Searcy ("Superoxide-dismutase from the archaebacterium 
Thermoplasma acdophilum" Biochimica et Biophysica Acta, 670, 1991, p. 39-46), il estdecrit la culture d'une 

tTnlT ?T£ ? 3 PH 1 " 2 Pr ° dUiSant Une S ° D COntenant du fer et du zinc P^sentant, apres un trai- 
tement thermique a 100°C une activite enzymatique egale a 71% de celle obtenue apres un traitement a 30°C 
cette derniere etant en outre egale a celle mesuree avant tout traitement 

mntZ dif f f6rent ^, S SOD the ™ostables decrites dans ces documents sont des especes heterotrophiques 
consommatnces d oxygene, ce qui conduit a une biosynthese de SOD regulee par la concentration d'oxygene 
dissous dans le milieu de culture. Or, ces especes consommatrices d'oxygene abaissent constamment le ni- 
pro a d U uSo?de%OD ^ ' imitant ^ Cr ° iSSanCe m§me de ces es P<*^ '""Hart ainsi la 

Ainsi les precedes de production de SOD thermostables connus ne permettent pas une production inten- 
sive et mdustr.elle de SOD thermostables pouvant resister a des etapes de sterilisation a chaud 

L invention a justement pour objet un nouveau procede de production et d'extraction de superoxyde-dis- 
mutases thermostables utilisant des micro-organismes photosynthetiques. e'est-a-dire capables de transfor- 
mer grace a I energie solaire du dioxyde de carbone en biomasse avec comme principal sous-produit de cette 
transformation biochimique la production d'oxygene. 

Ainsi ces especes photosynthetiques elevent constamment le niveau d'oxygene dans le milieu de culture 
decuplant ains. la production de SOD par les micro-organismes en reaction contre ce milieu fortement oxydant 

nJ^T' I™ . 3 P T ° bjel Un PrOC6d§ de P roduction et d'extraction de superoxyde-dismutases ther- 

mostables. constant a) -a cultiver dans la gamme de temperatures allant de 40°C a 80°C dans un photo- 
reacteur clos en materiau transparent a la lumiere et thermiquement resistant dans ladite gamme. des micro- 
organismes thermophiles photosynthetiques aerobies, producteurs d'oxygene et a croissance exponentielle 
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* dans ladite gamme, ces micro-organismes etant en suspension dans un milieu de culture et choisis parmi les 
micro-algues et les cyanobacteries et b) - a extraire du milieu de culture les superoxyde-dismutases thermos- 
tables f raichement produites. 

Les micro-algues auxquelles s'applique I'invention sont de la classe des Chlorophyceae ou Rhodophy- 
5 ceae. Atitre d'exemples de micro-algues utilisables dans ['invention, on peut citer les Chlorelia telles que Chlo- 
rella vulgaris et Chlorelia saccharophila, les Dunaliella telles que Dunalielia salina, les Cyanidium tels que Cya- 
nidium caldarium. 

Les cyanobacteries connues aussi sous le nom d'algues bleues produisent comme les micro-algues et a 
Tinverse des autres bacteries, de Toxygene par photosyonthese et des SOD a Mn et leur comportement en 
10 milieu oxydant, ainsi que leur culture sont tres comparables a cedes des micro-algues. 

Comme cyanobacteries auxquelles s'applique I'invention, on peut citer les families Chroococcacees, Sti- 
gonematacees, Mastigocladacees, Oscillatroriacees. Atitre d'exemples, on peut citer les Synechococcus tels 
que Synechococcus lividus et Synechococcus elongatus ; les Synechocystis tels que Syn6chocystis miner- 
vae ; les Mastigocladus tels que Mastigocladus laminosus ; les Phormidium tels que Phormidium laminosus ; 
15 les Symploca tels que Symploca thermalis ; les Aphanocapsa tels que les Aphanocapsa thermalis ; ou encore 
les Fisherella. 

La culture des micro-organismes photosynthetiques se fait en ensoleillement naturel. Aussi, en vue d'aug- 
menter la production de SOD en prolongeant la periode de photosynthese et done de production d'oxygene, 
il est preferable d'effectuerla culture des micro-organismes en superposanta rensoleillement naturel un eclai- 
20 rage artif iciel pouvant etre maintenu pendant la nuit. 

En outre, en vue d'augmenter la production de SOD, on enrichit avantageusement le milieu de culture en 
oxygene et/ou en gaz carbonique. 

Lap port en 0 2 et/ou C0 2 peut etre realise en injectant ces gaz sous forme moleculaire ou d'air dans le 
photoreacteur. Par ailleurs, on peut augmenter la quantite d*0 2 dans le photoreacteur en limitant son evacua- 
25 tion du photoreacteur et/ou en le reinjectant dans le photoreacteur. 

Afin d'ameliorer la stabilite thermique des SOD produites, on effectue ('extraction de ces SOD dans la 
gamme de temperatures allant de 40°C a 80°C. En particulier, I'extraction est effectuee a la m§me temperature 
que cede utilisee pour la culture des micro-organismes. 

Selon ('invention, la production des SOD thermostables et leur extraction sont realisees en ligne et en 
30 continu. 

De fagon avantageuse, I'etape d'extraction des superoxyde-dismutases consiste a : 

i) - separer les micro-organismes du milieu de culture ; 

ii) - broyer les micro-organismes obtenus en i) pour en extraire un liquide contenant des superoxyde-dis- 
mutases et d'autres proteines ; 

35 iii) - concentrer ledit liquide ; 

iv) - separer ces autres proteines selectivement par rapport aux superoxyde-dismutases. 
Avantageusement, la concentration du liquide produit par les micro-organismes broyes est realisee par 
microf iltration et la separation des SOD des autres proteines est realisee par ultrafiltration selective. Une gam- 
me de membranes (300 000, 100 000 et 30 000 daltons) permet de separer les grosses proteines (comme la 
40 Rubisco) des phycobiliproteines (1 00 000 a 200 000 daltons), et des petites proteines comme I'anhydrase car- 
bonique. La SOD se retrouve dans la fraction des phycobiliproteines qui sont ensuite precipitees par le sulfate 
d'ammonium. La SOD reste dans le surnageant. 

La propriete thermostable des SOD produites par le procede de I'invention n'est pas due uniquement au 
chauffage du milieu de culture entre 40°C et 80°C, mais au fait que ces SOD sont produites par des micro- 
45 organismes thermophiles qui ont leur optimum de croissance dans la zone thermophile de 40°C a 80°C. Ainsi, 
une souche de micro-organismes se developpant en-dessous de ces conditions optimum de croissance pro- 
duira une SOD generalement non thermostable. 

Le chauffage du milieu de culture peut £tre realise en utilisant I'eau chaude provenant du thermalisme 
et/ou en utilisant des photoreacteurs clos ayant un rapport surface/volume favorable, e'est-a-dire superieur a 
so 10, dans des regions a fort ensoleillement. 

Par materiau transparent resistant thermiquement entre 40°C et 80°C, il faut comprendre un materiau qui 
reste transparent a la lumiere, sans s'opacif ier ou se fragiliser lorsqu'il est utilise dans cette gamme de tem- 
peratures. De preference, le photoreacteur est realise en un materiau resistant a une temperature superieure 
a 1 20°C. Atitre d'exemples de materiaux, on peut citer le verre ou le polymethacrylate de methyle (Plexiglass R ). 
55 D'autres caracteristiques et avantages de I'invention ressortiront mieux de la description qui suit, don nee 

a titre illustratif et non limitatif en reference a I'unique figure qui illustre schematiquement les differentes eta- 
pes du procede conforme a I'invention. 

Le procede de production de SOD thermostables entre 40°C et 80°C consiste tout d'abord a cultiver dans 

3 
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un photobioreacteur clos, et done dans des conditions d'aerobie, des micro-algues ou des cyanobacteries ttier- 
mophiles photosynthetiques, productrices d'oxygene. Le photoreacteur est en particulier celui decrit dans le 
document (4) FR-A-2 656 874, comportant des tubes transparents, dans lequel circule le milieu de culture 
contenantles micro-organismes, realises selon Tinvention en verre. Ce photoreacteur peut en outre §tre equipe 
du dispositif de nettoyage automatique des tubes tel que decrit dans le document (5) FR-A-2 674 458, ainsi 
que du systeme "air lift" decrit dans le document (6) FR-A-2 685 344. 

Le milieu de culture dans lequel sont suspendus les micro-organismes depend de ces micro-organismes. 
Ainsi, la culture peut etre realisee sur eau douce ou eau de mer avec un pH allant de 1 a 8. En outre, ce milieu 
de culture est chauffe a une temperature choisie entre 40°C et 80°C qui est fonction des micro-organismes 
photosynthetiques cultives. Cette temperature est choisie de facon a correspondre a la temperature de crois- 
sance optimum des micro-organismes thermophiles utilises. 

Dans le tableau I ci-apres, on donne differents exemples de micro-organismes utilisables dans I'invention 
ainsi que leur temperature de croissance optimum, la nature de I'eau utilisee pour la culture et le pH du milieu 
de culture. 

Pour les cyanobacteries, on utilise comme substrat nourricier le milieu BG11 dont la composition est don- 
nee en particulier dans le document (7) ("Generic assignments, strain histories and properties of pure cultures 
of Cyanobacteria", de R. Rippka et al., Journal of General Microbiology, vol. 111 , 1979, p. 4. 

Pour Dunalietla salina, on utilise le milieu nutritif decrit dans le document (8) de Pick et al. ("Plant physiol.", 
81, 1986, p. 92-96). 

Pour Cyanidium caldarium, on utilise le milieu de Allen decrit dans la reference (9), (Allen, NB-1959, Arch. 
Mikrobiol. 32, p. 270-277). 

Pour les Chlorella, on utilise le milieu BB decrit dans la reference (10), de Nichols HW et Bold HC (J. Phycol. 
1, 1965, p. 34-38). 

La production des micro-algues et des cyanobacteries se fait en condition naturelle d'eclairement et en 
particulier dans les zones climatiques a fort ensoleillement. Avantageusement cet eclairement est complete 
par un eclairage artif iciel complementaire, du type lumiere du jour, comme dans une serre, pour prolonger la 
photoperiode naturelle et la production d'oxygene photosynth^tique, notamment lorsque le soleil a disparu, 
af in d'augmenter la production de SOD. 

De plus, le milieu de culture est enrichi en oxygene et/ou en dioxyde de carbone, comme decrit dans le 
document (4) a Taide d'un carbonateur et d'un systeme de recuperation et de reinjection de I'oxygene fourni 
par les micro-organismes au cours de la photosynthese, dans le milieu de culture. 

Le temps de sejour des micro-organismes dans le milieu de culture depend de leur constitution et varie 
entre 12 heures et 15 jours. 

L'extraction en ligne des SOD thermostables est effectuee en phase exponentielle de croissance des mi- 
cro-organismes, e'est-a-dire sur une culture fraiche. 

Comme represents sur la figure unique, l'extraction des SOD thermostables consiste tout d'abord a cen- 
trifuger, comme indique en 2, la culture notamment entre 10000g et 30000g pendant 30 min. Le surnageant 
ainsi produit peut etre recycle dans le photobioreacteur en vue d'une culture en continu. 

Selon I'invention, la centrifugation 2 est effectuee de preference en maintenant le milieu de culture a la 
temperature qu'il avait dans le photoreacteur. 

Le culot issu de la centrifugation 2 est alors broye, comme indique en 4, a I'aide d'une presse industrielle 
afin de subir un cycle de pressions-depressions dans un homogeneisateur fonctionnant a une pression de 
2.10 7 Pa. Le broyage est effectue notamment & chaud entre 40°C et 80°C. 

On effectue ensuite, comme represents en 6, une nouvelle centrifugation du broyat cellulaire obtenu dans 
une centrifugeuse continue tournant entre 10 000 g et 45 000 g pendant 1 h. Le culot issu de cette centrifu- 
gation 6 contient essentiellement des residus cellulaires. II peut etre exploite pour les acides gras qu'il contient. 

Le surnageant de la centrifugation 6 renferme la SOD thermostable ainsi que des phycobiliproteines. Ces 
proteines ont un poids moleculaire allant de 120 000 a 240 000 daltons et un point isoelectrique allant de 4,5 
£5,11. 

La centrifugation 6 est aussi effectuee a la temperature utilisee pour la croissance des micro-algues ou 
cyanobacteries. 

Le surnageant est alors soumis a une microfiltration 8 a 0,45 \x puis a une premiere ultrafiltration 10 uti- 
lisant une membrane de filtration a seuil de coupure de 300 000 daltons pour separer les grosses proteines, 
comme la Rubisco des moyennes proteines telles les phycobiliproteines (100 000 a 200 000 daltons) et des 
petites proteines, comme I'anhydrase carbonique. 

On effectue ensuite une nouvelle ultrafiltration 11 avec une membrane de 30 000 daltons pour separer 
les petites proteines des moyennes proteines puis une troisieme ultrafiltration 13 avec une membrane de 100 
000 daltons pour separer la majeure partie des phycobiliproteines de la SOD. 
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CeS microf iltrations et cette ultrafiltration sent effects avantageusement a la temperature de culture 

SSSSSSTf iltrat) est recueil.i et additionne de su.fate d'ammonium. La quanta de sulfate uti.isee 
representelOfoislepoidsdeconcentratrecueilli. A ., aUaa 
Ce sulfate d'ammonium permet la precipitation 12 des phycobi.iprotemes ^'duelles^ 
Selon ."invention, cette precipitation 12 est effectuee a la temperature de ^^^^^Z 
Le surnageant contenant les SOD thermostables concentrees est alors punf .e comme .ndique en 14 par 

Ch TeTJo^ • SO 000 daltons * Mn avec un point intrigue de 4,2 

Tes SOD peuvent alors etre sterilisees ou pasteurisees en vue de leur utilisation dans les cosmetiques 
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et les medicaments. 

On donne ci-apres des exemples de production de SOD thermostables. 

EXEMPLES 1 a 4 

Dans les conditions decrites precedemment, on a cultive trois especes thermophiles respectivement Sy- 
nechococcus lividus ; Mastigocladus laminosus et Cyanidium caldanum . 

Les conditions de culture et les quantites de SOD produites expnmees par mg de mafere seche sont 
nees dans le tableau II ci-apres. 

CONTRE-EXEMPLES 1 et 2 

Parallelement on a effectue la culture d'especes mesophiles telles que Porphyridium cruentum etSke- 
te Je^a SI dans un reacteur identique a celui utilise pour les especes thermophNes c-dessus et on 
firr Ja quince de SOD produite par ces especes mesophiles. Les resu.tats sont auss, portes dans .e 

'^'taquantite de SOD est determinee selon la methode au Nitrob.ue Tetrazolium note NBT, 

a la XanZe Case, no.ee XO. Ces methodes de mesure sont en particu.ier d.cr.tes dans ,a reterence (11 ) 

1 4 M MrLiJn P t a TSuoeroxides and superoxide-dismutases". Academic Press, 1 977, p. 1 1 )• 

^ A rians T^:*l ft. *£££sOD indiq'uee correspond a celle obtenue avant d'etre soumise * un tra,- 

'^HJSceTdes exemples 1 * 4 et contre-exemp.es *. C 2 ci-dessus ont ete soumises a un broyage eel- 
., rJme decrit a I'etape 4 Ensuite, elles ont ete soumises a un traitement thermique. 

On con^tt ^q tes Sees thermophi.es (Ex, a Ex 4 ) cu.tivees ^^^^^ £££ 
m en°presentaient, apres deux heures de chauffage a 50°C, une quantite de SOD representant 100 /. de ce..e 

En^^Z^Ltes de chauffage a 60-C, .es extraits ceHu.aires des especes m.sophi.es ,6es 
cont^-exemples e'et C 2 ne presentment que 50% de la quantite de SOD mesuree avant le tra,tement ther- 

miq Dans les exemples 1 a 4 les especes thermophiles ont ete cultivees sans enrichissement en oxygene et 
en dloxyoe de Sne c^t-a-dire avec un apport en dioxyde de carbone de 0,03-/0 minimum necessaire pour 

13 Ph E T a l y Qmentant cet apport de C0 2 , on constate une augmentation de la concentration en cellules photo- 
syntnTqueTe do. -de ,a Too n cent ration en oxygene ; en effet. une mo.ecu.e de C0 2 f bcee ^enjra.ne la pro- 
duct June mo.ecu.e d'oxygene et done d'une activite antiradicalaire. A.nsi, en doublant I apport en CQ 2 , on 
peut doubler la quantite de SOD thermostables produites. 
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ESPECE 



EAU 



TEMPERATURE pH 



| Cyanidium 
I caldari urn 



DOUCE 



I40 a 50 



|* Chlorella 
vulgaris 



DOUCE 



40 a 50 



I* Chlorella 
saccharophlla 



DOUCE 



40 a 60 



|* Dunaliella 
salina 



MER 



40 a 50 



Synechococcus 
I livldus 



i DOUCE 



50 a 80 



* Synechococcus 
I elongatus 



DOUCE 



50 a 70 



Synechocystis 
[minervae 



DOUCE 



40 a 60 



\Mastigocladus 
[laminosus 



DOUCE 



40 A 60 



Fisherella sp 



DOUCE 



40 a 60 



* Phormidium 
I laminosus 



DOUCE 40 a 60 



* Symploca 
thermalis 



DOUCE 



40 £ 60 



|* Aphanocapsa 
thermalis 



DOUCE 



40 a 60 



* Origine Russe 



1 a 5 



NEUTRE 



NEUTRE 



NEUTRE 



NEUTRE 



NEUTRE 



NEUTRE 



NEUTRE 



NEUTRE 



NEUTRE 



NEUTRE 



NEUTRE 



50 
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TABLEAU II 



CULTURE 


ACTIVITE SOD/mg mature seche 


EX/CONTRE 
EXEMPLES 


ESPECE 


AGE (j) 


T°C 


XO en unite 


NBT en unite 


EX 1 


Synechococcocus 
lividus 


3,5 


40 


6 




EX 2 


Synechococcocus 
lividus 


3,5 


50 


3 




EX 3 


Mastigocladus 
laminosus 


3,5 


45 




4 


EX 4 


Cyanidium 
caldarium 


15 


40 


3 




c, 


Porphyridium 
cruentum 


3 


15 a 30 


4,3 


10 


c 2 


Skeletonema 
I costatum 


12 


15 a 30 


10 


5,9 



25 

Revendications 

1. Procede de production et detraction de superoxyde-dismutases thermostables, consistant a) a cultiver 
dans la gamme de temperature allant de 40°C a 80°C, dans un photoreacteur clos en materiau transparent a 

30 |a lumiere et thermiquement resistant dans ladite gamme, des micro-organismes thermophiles photosynthe- 
tiques aerobies, producteurs d'oxygene et a croissance exponentielle dans ladite gamme, ces micro-organis- 
mes etant en suspension dans un milieu de culture et choisis parmi les micro-algues et les cyanobacteries et 
b) a extraire du milieu de culture les superoxyde-dismutases thermostables fraTchement produites. 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que I'extraction des superoxyde-dismutases est ef- 
35 fectuee dans ladite gamme de temperatures. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu'on enrichit le milieu de culture par de I'oxy- 
gene et/ou du gaz carbonique au cours de I'etape a). 

4. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que les micro-algues sont 
choisies parmi les Cyanidium, les Chlorella et les Dunalliella. 

40 5. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que les cyanobacteries sont 

choisies parmi les Synechococcus, les Synechocystis, les Mastigocladus, les Phormidium, les Symploca, les 
Aphanocapsa et les Fisherella. 

6 Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que I'etape a) est effectuee 
en lumiere artif icielle et/ou lumiere solaire. 

45 7 Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que I'etape b) consiste a : 

i) - separer (2) les micro-organismes du milieu de culture ; 

ii) - broyer (4) les micro-organismes obtenus en i) pour en extraire un liquide contenant des superoxyde- 
dismutases et d'autres proteines ; 

iii) - concentrer (6, 8) ledit liquide ; 

50 iv) - separer (1 2) ces autres proteines selectivement par rapport aux superoxyde-dismutases. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que Tetape iv) comprend plusieurs etapes d'ultra- 
filtration selective (10, 11, 13) et une etape de precipitation (12) avec du sulfate d'ammonium. 

9. Procede selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce que I'etape i) est effectuee par centrifugation. 

10. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, caracterise en ce que le photoreacteur est 
55 en verre. 
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